8p11骨髓增殖综合征（EMS)是一种与定位于髓系和淋巴系细胞8p11的FGFRl基因易位相关的、非常罕见的侵袭性血液肿瘤。2008年最新修订的WHO造血与淋巴组织肿瘤分型建议中，8p11/FGFR1重排被作为特异性分类标志，EMS被正式命名为伴有FGFR1异常的髓系和淋巴系肿瘤(MLNAF)[@b1]。目前，国际上报道的MLNAF病例不足70例，其中伴有ZNF198-FGFR1融合基因者均以平衡易位方式形成融合[@b2]，而以插入易位者尚未见文献报道。现报告我们发现的1例以ins(13;8)(q12;p11p23）方式形成ZNF198-FGFR1融合基因的罕见MLNAF病例，并对该融合基因进行全长克隆及结构分析。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：患者，男，65岁。2012年7月因"发现双侧腹股沟肿块2个月余"入院。2012年4月，患者无诱因出现双侧腹股沟肿块，无压痛，未诊治，后肿块逐渐增大，且颈部、双侧腋窝出现多处肿块。在当地医院行左侧腹股沟肿块活检，免疫组化示：CD3、CD5、CD43弥漫阳性，结合HE染色细胞形态学结果，倾向外周T细胞淋巴瘤（非特指）。当地医院胸腹部CT示：颈部双侧、颌下、锁骨上、纵隔、双侧腋窝、腹膜后及双侧腹股沟多发性肿大淋巴结，巨脾。转入我院，查体：精神差，颈部双侧、双侧腋窝、腹股沟、锁骨上可触及多发肿大淋巴结，最大约3.0 cm×2.0 cm，质硬；扁桃体无肿大；胸骨无明显压痛，肝肋缘下未及，脾平脐，质中等。血常规：WBC 76.0×10^9^/L,HGB 18.9 g/L,PLT 188×10^9^/L。骨髓象（2012年7月）：增生明显活跃，粒系异常增生，比例为0.780，以中幼粒细胞为主，形态大致正常，嗜酸粒细胞比例为0.080。嗜碱粒细胞可见。红系增生活跃，比例为0.165，形态大致正常，淋巴细胞比例为0.040；全片巨核细胞大于100只，血小板散在可见（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![8p11骨髓增殖综合征患者初诊时骨髓象（瑞氏染色）\
A：×100；B：×1 000](cjh-36-04-291-g001){#figure1}

2．染色体核型分析：采用常规R显带技术进行核型分析。

3．FISH检测：取储存于−20°C的染色体标本，换用新鲜的甲醇／冰醋酸（3:1)固定液，气干法滴片3张。37 °C 2×SSC中30 min老化，用体积分数分别为70%、85%、100％梯度乙醇室温脱水，每梯度2 min。在变性液（含70％甲酰胺的2×SSC）中72 °C变性3 min，70%、85%、100％梯度冰乙醇(−20 °C）脱水，晾干。加FGFR1 (8p11;D8S2331-WI16234)、PDGFRA (4q12;SHGC107185-SHGC 50925)、PDGFRB (5q33;D5S551-D5S1907）探针各5 µl至3张玻片上，混匀后加于玻片杂交区域内，盖上盖玻片，胶（美国Vysis公司产品）封片后置于37°C湿盒中杂交过夜。杂交后标本在2×SSC中洗涤5 min，然后用0.1％的Triton X-100室温洗涤2 min，避光晾干后加二咪基苯基吲哚(DAPI)/抗淬灭剂（Vysis公司产品）复染。用Olympus BX60荧光显微镜（日本Olympus公司产品），在DAPI/TR（德克萨斯红）滤色镜的激发下观察间期细胞的红色荧光杂交信号，至少分析200个细胞，不计数重叠细胞。

4．融合基因检测：参照文献[@b3]，采用多重PCR检测29种常见白血病融合基因；通过RT-PCR及直接测序检测ZNF198-FGFR1融合基因，正义引物序列为5′-TCCCTGTGCCTGTGTATATCCC-3′，反义引物序列为5′-CGGGAAGCTCATACTCAGAGAC-3′，PCR条件：94°C预变性5 min，94°C 30 s, 58°C 30 s, 72 °C 1 min. PCR产物经15 g/L的琼脂糖凝胶电泳后，用紫外光透视仪分析图像并照相。扩增产物进行直接测序，测序由上海裕晶生物科技有限公司（简称上海裕晶公司）完成。

5．融合基因的全长扩增及TA克隆：使用引物设计软件Primer 5.0共设计12条引物（引物位置、序列及退火温度如[表1](#t01){ref-type="table"}所示），通过高保真酶KOD（日本TOYOBO公司产品）进行PCR扩增，以含目的片段的患者cDNA为模板，用含有重叠序列的引物进行扩增，将得到的6个片段共同作为模板，解链后重叠部分互补连接，再以最外侧引物扩增得到6个片段的融合产物。PCR体系如下：2×缓冲液25 µl，去离子水11 µl，dNTP 10 µl，上游引物F 1 µl，下游引物R 1 µl, cDNA模板1 µl(40 ng），KOD酶1 µl。取30 µl上述6个片段的融合PCR产物上样于10 g/L琼脂糖凝胶进行电泳，并采用DNA凝胶回收试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司产品\]进行割胶回收。按照TA克隆试剂盒［宝生物工程（大连）有限公司产品\]说明操作，在10 µl反应体系中加入pMD19-T Simple Vector 1 µl, PCR产物4.5 µl，再加入等体积的Solution I，16°C反应过夜，全量加入至50 µl Top10感受态细胞中，冰中放置30 min，42 °C 1 min 30 s，冰浴2 min，加入450 µl LB培养基，在含有氨苄青霉素的琼脂平板培养基上培养，37°C培养过夜。形成单菌落，挑取单个白色转化子菌落，在含氨苄青霉素的LB培养液中37°C振荡培养过夜，将菌液送上海裕晶公司进行质粒小量抽提后克隆测序，测序结果与Ensemble数据库中的基因序列及对应氨基酸进行比对分析。

###### ZNF198-FGFR1融合基因分段扩增引物的碱基位置、序列、退火温度（°C）及片段大小（bp)

  引物名称（碱基位置）   序列(5′→3′)                退火温度   片段大小(bp)
  ---------------------- ------------------------- ---------- --------------
  F1(1)                  ATGGACACAAGTTCAGTGGG          55          344
  R1(344)                TCACTTACACTTCCCTTCTGAG               
  F2(103)                TTTAGTGGTCCAGCTAATCCTTT       56          1350
  R2(1452)               CAGAACATTATTTCCAGCACCTT              
  F3 (1076)              GCCTTTCTTCCTTCTCCCACA         56          1276
  R3 (2354)              CGCCACTGAACTCGCTCTTTA                
  F4(1958)               TGGAATGGGAGAACAAAGTGC         58          1535
  R4 (3474)              GTGGGTGTAGATCCGGTCAAA                
  F5 (2937)              GGACAAGGACAAACCCAA            55          890
  R5 (3826)              AGAAGACGGAATCCTCCC                   
  F6 (3778)              CAGTACTCCCCCAGCTTTC           56          150
  R6(3924)               TCAGCGGCGTTTGAGTCC                   

6．FLT3-ITD、c-KIT、NPM1、JAK2 V617F基因突变检测：参照文献[@b4]，采用基因组DNA-PCR及琼脂糖凝胶电泳方法检测患者FLT3基因14及15号外显子中ITD突变；扩增NPM1基因12号外显子、c-KIT基因的8号和17号外显子及JAK2基因14号外显子，扩增产物进行直接测序，测序由上海裕晶公司完成，结果与正常序列比对，检出突变。

结果 {#s2}
====

1．分子遗传学检查：骨髓细胞染色体核型分析显示核型为46,XY,del(8)(p11)，der(13)ins(13;8)(q12;p11p23)\[15\]（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。免疫分型结果：因治疗后复查骨髓象提示原始细胞占0.080，应用流式细胞术对原始细胞进行白血病免疫分型，分析6.0％幼稚细胞群体，CD13、CD33、CD117阳性，为髓系表达。FISH结果：PDGFRA、PDGFRB双色探针检测基因重排提示均阴性，双色分离探针FGFR1检测结果提示FGFR1基因重排阳性（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。基因检测结果：多重PCR未检测到29种常见白血病融合基因；基因组DNA-PCR联合直接测序检测FLT3-ITD、c-KIT、NPM1、JAK2 V617F基因，经基因库比对分析未见基因突变；应用ZNF198及FGFR1特异性引物进行RT-PCR扩增，可见一195 bp清晰条带，经测序证实为ZNF198-FGFR1融合基因产物，其断裂位点分别位于ZNF198的17号外显子和FGFR1的9号外显子（[图4](#figure4){ref-type="fig"}、[5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![患者染色体核型分析结果\[箭头所示为ins(13;8)(q12;p11p23)\]](cjh-36-04-291-g002){#figure2}

![FISH检测FGFR1基因重排结果\
A：FGFR1双色探针位点示意图；B：双色FISH检测正常细胞，显示为红绿融合信号；C：双色FISH检测8p11阳性细胞，显示为一红一绿一融合，提示FGFR1基因重排阳性](cjh-36-04-291-g003){#figure3}

![RT-PCR检测ZNF198-FGFR1融合基因电泳结果\
M：100 bp Marker；1：ZNF198-FGFR1融合基因特异性产物（195bp）；2：正常阴性组；3：水对照](cjh-36-04-291-g004){#figure4}

![测序证实ZNF198和FGFR1的融合位点分别位于ZNF198的17外显子及FGFR1的9号外显子](cjh-36-04-291-g005){#figure5}

2．ZNF198-FGFR1融合基因的全长扩增及TA克隆和克隆测序分析：以患者cDNA为模板，使用重叠引物扩增得到的产物在15 g/L的琼脂糖凝胶上进行电泳，分别观察到342、1 350、1 276、1 517、890和150 bp左右的目的片段，与预期的片段大小一致（[图6](#figure6){ref-type="fig"}），以6个片段的混合物为模板，以最外侧引物进行PCR扩增，产物行15 g/L琼脂糖凝胶电泳，获得3 924 bp左右的目的条带（[图7](#figure7){ref-type="fig"}），TA克隆并克隆测序分析该融合基因保留了ZNF198的富脯氨酸结构域和FGFR1的酪氨酸激酶结构域。

![重叠PCR扩增后电泳结果\
M：100 bp Marker；1～6分别为引物F1R1、F2R2、F3R3、F4R4、F5R5、F6R6扩增产物](cjh-36-04-291-g006){#figure6}

![以6个片段的混合物为模板、以最外侧引物进行PCR扩增后电泳结果\
M：1 000 bp Marker；1：外侧引物扩增的ZNF198-FGFR1全长融合基因特异性产物（3 924 bp）；2：水对照](cjh-36-04-291-g007){#figure7}

3．疗效及随访结果：结合患者临床表现和实验室检查，诊断为MLNAF。考虑患者以T细胞淋巴瘤为首发表现，予CHOP（环磷酰胺＋阿霉素＋长春地辛＋泼尼松）方案化疗3个疗程，患者WBC回升至正常范围，浅表淋巴结有所缩小，但脾脏仍平脐。2012年11月8日骨髓象：增生活跃，全片原幼细胞比例为0.105，各期细胞形态无明显异常。红系增生活跃，比例为0.090，形态大致正常，淋巴细胞比例为0.080，形态大致正常。全片见巨核细胞40只，血小板大、中、小及成堆易见。结合免疫分型结果，考虑出现白血病转化趋势，患者大于60岁，建议予减量FLAG方案联合酪氨酸激酶抑制剂（TKI)，患者拒绝，未再进一步诊治，于2012年12月死亡。

讨论 {#s3}
====

MLNAF以外周血白细胞计数明显增高、骨髓中髓系高度增生、嗜酸粒细胞增多和伴随淋巴母细胞淋巴瘤／白血病为主要特征，其主要分子机制为定位于8p11的FGFR1基因发生断裂重排，与位于不同染色体上的伙伴基因形成融合，干扰FGFR1正常功能并使伙伴基因的正常功能丧失，导致造血细胞发生恶性转化[@b5]。到目前为止，已鉴定出与FGFR1形成融合的伙伴基因有ZNF198 (13p12)、CEP110 (9q33)、FOP (6q27)、BCR (22q11)、TRIM24 (7q34)、FGFR1OP2 (12p11)、MYO18A (17q11)、HERVK(19q13)、CPSF6(12p11)、NUP98(11p15)、CUX1 (7q22)、TPR (1q25)、RANBP2 (2q12)、LRRFIPI (2q37)[@b2],[@b6]--[@b9]。国外文献显示，ZNF198-FGFR1融合基因是通过平衡易位t(8;13)(p11；q12）方式形成。ZNF198亦称ZMYM2，含有5个重复的锌指基序、1个富含脯氨酸的结构域和1个核定位区域，FGFR1与ZNF198融合后，失去了胞外受体结合域和跨膜单位，使融合蛋白转移到胞质中，ZNF198富脯氨酸结构域介导FGFR1的胞内部分二聚化，促使酪氨酸残基发生自身磷酸化，从而非配体依赖性激活FGFR1酪氨酸激酶活性，并进一步激活下游多条信号传导途径，抑制细胞凋亡并促进增殖，导致其恶性转化[@b2],[@b5]。本例患者经常规染色体核型分析发现8p11p23片段断裂后插入13q12，最终形成ZNF198-FGFR1融合基因，经测序证实两种基因的融合位置与既往国外报道的平衡易位导致的断裂位点一致，保留了两种基因的主要功能结构域[@b5],[@b6]--[@b9]。

MLNAF的临床过程具有高度侵袭性，与不同伙伴基因形成融合基因后其临床表现不一，如伴有t(8;22)(p11;q11)/BCR-FGFR1者临床特征类似于慢性髓性白血病（CML)等[@b2]。由于发病率低，临床医生往往缺乏对该类疾病的足够认识，因此，MLNAF常被误诊为不典型CML (aCML)、慢性粒-单核细胞白血病（CMML)和伴嗜酸粒细胞增多的淋巴瘤等[@b2]。到目前为止，国际上共检索到30余例伴有t(8;13)(p11；q12)的报道，其中有分子生物学检测结果者仅10余例。几乎所有患者均伴有显著WBC升高，其中70％的患者伴有不同程度的嗜酸粒细胞增多。10例临床资料完整的患者中[@b10]--[@b18]，首诊时临床表现不一，分别为T淋巴母细胞淋巴瘤（3例）、急性淋巴细胞白血病（2例）、慢性骨髓增殖性肿瘤（4例）、T细胞性非霍奇金淋巴瘤（1例）。4例以淋巴瘤为首发表现者中，有3例患者在短期内进展为急性白血病，多数患者在诊断2年内死亡，仅少数进行造血干细胞移植者存活。Jackson等[@b2]总结65例MLNAF患者的临床特征发现，MLNAF的平均白血病转化时间为4.2个月，存活时间为2个月到5年不等。与CML、骨髓增生异常综合征等恶性血液病相比，其临床过程更具侵袭性，异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是唯一可能根治该类疾病的治疗手段。本例患者以无痛性淋巴结肿大为首发症状，淋巴结活检倾向外周T细胞淋巴瘤，但外周血WBC显著升高，骨髓粒系增生明显活跃，嗜酸粒细胞增多，难以用单纯淋巴瘤解释，其临床过程与国外报道相似，因此推测，虽然该患者形成融合基因的方式与国外报道不同，但全长克隆后分析显示其保留了两个基因的主要功能结构域，因此，同样可以导致正常细胞的致瘤性转化。

MLNAF目前尚无统一有效的治疗方案，对常规化疗往往耐药，第一、二代TKI亦未显示治疗优越性。第三代TKIPonatinib可通过抑制FGFR1激酶和下游通路活性，有效抑制转染不同FGFR1融合基因的Ba/F3细胞株生长，促进其凋亡，近年已通过FDA批准用于CML患者，但尚未有MLNAF患者的临床用药报道[@b19]。allo-HSCT是目前唯一有潜在治愈可能的治疗手段。

总之，伴ins(13；8)(q12；p11p23)/ZNF198-FGFR1阳性的MLNAF患者同样具有侵袭性临床过程，由于发病率低、临床表现类似淋巴瘤，易被误诊漏诊，临床遇到疑似病例，应行细胞遗传学及分子生物学等检测以及早诊断，积极研发针对FGFR1的靶向治疗药物可能会改善MLNAF的治疗选择。
